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研究成果の概要（和文）：遺伝子・細胞・神経回路レベルでCl-ホメオダイナミクスやマルチモーダルGABAに着眼した
。GABA合成酵素GAD67やTauTのヘテロ欠損モデルを用い、母体でのストレス（遺伝的：GAD67，環境的：妊娠・拘束）応
答における、視床下部CRH細胞へのGABA細胞の作用、胎仔ストレス（遺伝的：GAD67・TauT，環境的：母体の遺伝的・環
境的ストレス）応答における、神経発生・移動・シナプス形成、胎盤機能、視床下部－下垂体－副腎系応答、行動変化
を解析した。脳構築、シナプス可塑性、CRH分泌、corticosteron活性、DNAメチル化等のストレス応答におけるGABAの
多元的役割が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We had got interested in the Cl- homeodynamics and multimodal GABA actions at 
genes, cells, and neural network levels. We have investigated, by means of maternal restraint stress 
GAD67 heterozygous mouse models and taurine transporter (TauT) knock-out (KO) mice, GABA actions on 
hypothalamic CRH cells in dams as well as neurogenesis, migration, synaptic activities, placental 
function, HPA axis responses and behavioral responses in pups. We have found multimodal GABA-related 
molecules responding to GAD67 impairment and restraint stress including their DNA methylation, such as 
involved in neurogenesis, migration, and synaptic plasticity of GABA neurons and HPA axis activation.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 本来は Cl-流入により抑制性に働く GABA
の役割は古典的概念の“抑制性伝達物質”とは
大きく異なることが最近明らかになってき
た。すなわち、未熟な神経細胞では高い細胞
内 Cl-濃度（[Cl-]i）のため濃度勾配が小さく、
むしろ Cl-流出により興奮性に作用する
(Fukuda, J Neurophysiol 1998, J Physiol 2004)。
申請者、胎生期の GABAA 受容体作用のモー
ダルシフト（マルチモーダル GABA）に着目
し、神経発生・移動・シナプス形成に必須の
普遍的メカニズムと考え、この胎仔期のマル
チモーダルな GABA 作用が環境ストレスを
受けた場合に脳の発達に起こる変化に着目
し、Cl-ホメオダイナミクスとの関係研究して
いる。 
 一方、臨床研究では、GABA 合成酵素の
GAD67や parvalbumin (PV)陽性GABA細胞の
減少など GABA システムの異常は、コホート
研究含む死後脳を用いた多くの遺伝疫学研
究で精神神経疾患のリスクとして証明され
ている。加えて、環境因子としては妊娠中の
ストレスや低栄養などが、やはりリスクとし
てコホートを含む多くの疫学研究で証明さ
れている。 
 興味深いことに、動物でのストレス脆弱性
の臨界期は、基底核原基で発生した GABA 細
胞が tangential 移動して大脳皮質に入り、脳室
帯で発生して皮質板を radial 移動してきた
glutamate 細胞と会合する時期とまさに一致
する。このことから、母体ストレスと GABA
システムの強い関連を意識して研究に取り
組んだ結果、GAD67 ヘテロ欠損が、母体にお
いても、胎仔においてもストレス脆弱性を亢
進する要因であることを見出した。そこで、
胎盤機能まで含めて、ストレス応答に関して
これまで想定されていなかった多元的な
GABA システムの関与を疑い、本課題を着想
した。 

２．研究の目的 
 申請者は従来より遺伝子・細胞・神経回路
レベルで Cl-トランスポーターと GABA 作用
の関連を研究している。特に、Cl-ホメオダイ
ナミクスやマルチモーダル GABA といった
斬新なアイデアを神経回路の発達生理学に
持ち込み新境地を開拓してきた。 
 今回、申請に先立ち GABA 合成酵素の
GAD67 ヘテロ欠損が妊娠母体および胎仔、双
方のストレス脆弱性を高める可能性を発見
した。そこで、このモデルを用い、母体での
ストレス（遺伝的：GAD67，環境的：妊娠・
拘束）応答における、視床下部 CRH 細胞と
GABA 細胞の生理機能、胎仔でのストレス
（遺伝的：GAD67・taurine transporter (TauT)，
環境的：母体の遺伝的・環境的ストレス）応
答における、大脳皮質の細胞発生・移動、胎
盤機能、視床下部－下垂体－副腎系応答、及
び成長後の行動変化を解析する。以上から、

脳構築、シナプス可塑性、CRH 分泌、
corticosteron 活性、DNA メチル化等のストレ
ス応答全般での新奇な GABA の多元的役割
を理解する。 

３．研究の方法 
 GAD67-GFP knock-in マウスを用い、ヘテロ
接合体（GAD67+/GFP）と野生型（GAD67+/+）
を交配し、各々の妊娠中に拘束ストレスを負
荷し、母体拘束ストレスモデルを作製し、母
仔双方において GAD67 ヘテロ欠損（遺伝的
要因）と母体ストレス（環境要因）の影響を
解析した。 
 母体のストレス応答では妊娠及び非妊娠
のヘテロと野生型で視床下部（および胎盤）
の CRH 細胞の活動（分泌）に対する GABA
（GAD67）の役割を解析した。 
 胎仔のストレス応答では母体及び胎仔自
身の GAD67 ヘテロ欠損の有無の 4 通りの仔
マウスの母体にストレスを加えた場合の応
答を比較した。また胎仔の TauT-KO によるタ
ウリン欠乏モデルも用いた。これらの胎仔に
おける胎盤機能、視床下部の CRH 細胞と
GABA 細胞、大脳皮質の錐体細胞と GABA 細
胞、GABA 細胞等の発生・移動、さらに成長
後のこれらの部位のシナプス形成・神経回路
機能をパッチクランプ、2 光子・共焦点顕微
鏡イメージングで解析し、さらに行動実験と
DNA メ チ ル 化 の 網 羅 的 解 析 で
multidisciplinary な解析と評価を行った。 

４．研究成果 
 （１）遺伝的素因（GAD67 ヘテロ欠損）と
環境的素因（妊娠）の交互作用の母体におけ
る検討：妊娠・非妊娠で血中 ACTH を RIA
測定した。非妊娠ではヘテロで野生型より優
位に低かった。CRH は qPCR で、妊娠により
視床下部でヘテロで野生型より優位に低く
なったが、胎盤ではヘテロと野生型で差はな
かった。 
 （２）母体拘束ストレスと遺伝的素因
（GAD67 ヘテロ欠損）交互作用の仔における
検討：妊娠 15 日目から１回 45 分の拘束・光
刺激ストレスを 3回/日 3日間野生型母マウス
に与え、同腹の野生型仔で生後 21 日に免疫
組織化学を行ったところ、ヘテロ仔で見られ
た PV 陽性細胞減少を認めず、交互作用が示
唆された。 
 （３）母体拘束ストレス GAD67 ヘテロ欠
損胎仔脳の神経細胞の発生・移動の解析：拘
束・光刺激ストレスを野生型母マウスに与え、
同腹のGAD67+/+仔とGAD67+/GFP仔でBrdUに
よる細胞発生日のアッセイを行った。細胞移
動は皮質板細胞も GABA 細胞もストレスの
影響はなかった。脳室帯の皮質板細胞の神経
発生もストレスの有無で差はなかった。 
 一方で、ストレスを受けた GAD67+/GFP仔で
は内側基底核隆起での GABA 細胞の発生の
み減少した。ところが、GAD67+/+仔では神経



発生は正常であったので、GAD67 ヘテロ欠損
と母体ストレスが重なることが要因である
と証明できた。以上から、母体拘束ストレス
GAD67ヘテロ欠損交互作用によるPV陽性細
胞減少は胎生期の GABA 細胞発生減少に起
因すると考えられた。 
 （４）母体拘束ストレスと GAD67 ヘテロ
欠損交互作用の原因の検討：GAD67+/GFP仔で
は 、 同 腹 の GAD67+/+ よ り 、 有 意 に
corticosterone 濃度が高いが胎盤の不活化酵素
である 11β-hydroxysteroid dehydrogenese II
（11β-HSD2）の mRNA に有意差は無く、胎
仔由来の corticosteroneに差がある可能性が示
唆された。 
 （５）成長後のモデル動物の行動学的評
価：生まれた仔は里親に飼育させ、母マウス
のストレスの影響を排除したうえで、生後 8
週齢に達した時点で IntelliCage を用いて、
spatial learning, reversal learning, simple 
reaction time task, premature response の行動実
験を行なった。雌雄差はない傾向であったの
で、すべて雄で解析することとした。「スト
レス有、GAD67+/GFP」、「ストレス有、
GAD67+/+」、「ストレス無、GAD67+/GFP」、
「ストレス無、GAD67+/+」の 4 群で解析を
行った。 
 衝動性、注意機能、場所学習、逆転学習、
作業記憶に有意差は無かったが、「ストレス
有」群で場所学習記憶保持が低下していた。
open field test では有意な差はなかったが、社
会行動性は「ストレス有、GAD67+/GFP」で
のみ他群と有意差を認め、GABA とストレス
で交互作用が確認できた。 
 （６）モデル動物脳の網羅的 DNA メチル
化解析：GAD67-GFP ノックインマウス母体
拘束ストレスモデルの前頭葉／海馬／体性
感覚野を生後 21 日に回収し、「ストレス有、
GAD67+/GFP」、「ストレス有、GAD67+/+」、
「ストレス無、GAD67+/GFP」、「ストレス無、
GAD67+/+」の 4 群で網羅的 DNA メチル化解
析を行った。「ストレス有、GAD67 +/GFP」
群で他のすべての群に比して有意にメチル
化が亢進した遺伝子のうち、GABA 関連とし
て GABA 細胞の発生・移動や GABA シナプ
スの可塑性に関連した遺伝子を複数確認し
た。 
 （７）モデル成長後のシナプス伝達・神経
回路機能の解析：GAD67-GFPノックインマウ
ス（非ストレス）の室傍核と正中隆起の免疫
染色でCRH細胞へのGABA（GFP）入力を認
めた。Cl-トランスポーターのKCC2とNKCC1
の免疫染色では、室傍核のCRH細胞体には
KCC2が、正中隆起のCRH細胞終末には
NKCC1が発現するという明確な差異があっ
た。以上からCRH放出にGABAが視床下部で
抑制、正中隆起で促進に働く可能性を発見し
た。 
 （８）神経発達障害リスクとしての胎仔脳
内タウリン欠乏の検討：モデルとなる

TauT-KOマウス胎仔脳のタウリン含有量を
HPLCで測定したところ、野生型12.0、ヘテロ
8.4、ホモ0.5μM/100mg proteinであったが、対
照的にGABA量（0.05）に変化はなかった。 
 胎仔脳でのタウリンの生理機能を検討する
ため、生後21日齢のTauT-KOマウスをもちい
て大脳皮質脳スライス標本のパッチクランプ
で電気生理学的解析をおこなった。膜特性で
は神経細胞の活動電位振幅と発火頻度に遺伝
型間で有意差があり、SPAKのリン酸化との関
連も示唆された。シナプス伝達では、GABA
作動性微小シナプス後電流mIPSCの振幅と頻
度が有意に減少していた。トニックGABA電
流に変化なく、タウリンがGABAシナプス数
と強度の維持に関与することが示唆された。 
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